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1 

NOUVEAUX FACTEURS DB CROISSANCE NEUROTROPBS 
COMPRENANT UN PEPTIDE HOMEOBOITE • 

La pr^sente Invention est relative a 
1 'utilisation des peptides hom^oboites, ou de peptides 
5 derives de ceux-ci, pour l'obtention de medicaments. 

On designe sous le nom de peptides hom^oboites 
une famille de sequences peptidiques apparentees, que 
l'on retrouve chez differentes especes animales dans les 
produits de g&nes impliques dans 1 'embryogenese. 
10 On connait en effet, des genes qui s ' expriment 

A differents stades du developpement embryonnaire, et 
dont 1' expression contr61e les phenomenes de migration et 
dif f 6renciation cellulaires impliques dans la morphoge- 
nese de l'organisme. 
15 ces genes sont appeles genes homeotiques et 

leurs produits de traduction sont appeles homeoproteines . 

L'un de ces gknes qui a 6te tout particuliere- 
ment etudie, est le gene Antennapedia de la Drosophile ; 
1* analyse de ce gene a permis de mettre en Evidence une 
20 sequence d'ADN d' environ 180 pb, baptis^e sequence homeo- 
boite. 

Cette sequence homeoboite presente la particu- 
larity d'Stre hautement conservee dans de nombreux genes 
homeotiques, et ce, non seulement chez la drosophile, 

25 mais egalement au cours de Involution, chez differentes 
especes animales. Des sequences homeoboites homologues de 
celle de la Drosophile ont ainsi et6 trouvees chez tous 
les vert^bres, y compris les mammiferes [ACAMPORA et al . , 
NUCLEIC ACID RES., 17, 10385, (1989)]. 

30 La sequence homeoboite code pour une sequence 

polypeptidique de 60 aminoacides, qui correspond^ & une 
region structurellement et fonctionnellement conservee 
presente dans toutes les homeoproteines, 1 1 homeodomaine . 
La sequence de 1 'homeodomaine code par la sequence homeo- 

35 boite du gene Antennapedia est indiquee ci-apres a titre 
d 1 exemple. 
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(I) 

NH2Arg Lys Arg Gly Arg Gin Thr Tyr Thr Arg Tyr Gin Thr 
Leu Glu Leu Glu Lys Glu Phe His Phe Asn Arg Tyr Leu Thr 
Arg Arg Arg Arg lie Glu lie Ala His Ala Leu Cys Leu Thr 
5 Glu Arg Gin lie Lys lie Trp Phe Gin Asn Arg Arg Met Lys 
Trp Lys Lys Glu AsnCOOH. 

Le role et le mecanisme d' action de la 
sequence homeodomaine ont fait l'objet de diverses 
recherches* On sait ainsi actuellement que cette sequence 
10 permet la fixation des homeoproteines a l'ADN, au niveau 
de sequences consensus incluant le motif ATTA, presentes 
dans les promoteurs ou les sequences d* amplification de 
different s g£nes, y compris les genes a homeoboite eux- 
memes . 

15 MCJLLER et al [EMBO J., 2, 4299,(1988)] ont 

clone la sequence homeoboite d' Antennapedia, et purifie 
le polypeptide correspondant , ou peptide homeoboite 
(pAntp) . En presence d'un agent reducteur, ils sont 
obtenu le polypeptide sous forme d'un monom^re, de coef- 

20 ficient de sedimentation d* environ 1 S, et de poids mole- 
culaire apparent 9040 Da (Poids moleculaire theorique, 
d'apr^s la sequence peptidique = 8545 Da) ♦ 

En l l absence d' agent reducteur, la preparation 
de polypeptide contenait une importante proportion de 

25 dimeres, correspondant a des homeodomaines lies entre exix 
par des ponts disulfure 

Ces m§mes auteurs ont 6galement montre que le 
polypeptide purifie sous forme monomerique se liait a 
1 ' ADN/ au niveau d'une sequence ANNNNCATTA, contenant 

30 done la sequence consensus ATTA. 

Etant donne le tres haut degre de conservation 
des sequences homeoboites d'une espece a une autre, il 
est considere que les proprietes du peptide pAntp peuvent 
etre generalisees aux autres peptides homeoboite, pouvant 

35 differer dans leur sequence par quelques acides amines, 
mais dotes de proprietes f onctionnelles quasi-iden- 
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tiques ; dans ce qui suit, les termes "peptide homeo- 
boite" d6signera indif feremment aussi bien le peptide 
pAntp que tout autre membre de ladite famille, ou d'une 
famille proche, par exemple la famille "engrailed". 
5 D'autres travaux [OTTING et al, EMBO J . , 2 , 

4305, (1988)] ont 6tabli que 1 'homeodomaine possedait une 
structure particuli&re (helice/tour fi/h61ice) , qui serait 
impliquee dans la liaison a 1 1 ADN, 

La liaison peptide homeboite/ADN serait la 

10 resultante : 

d'une liaison a haute af finite 
{K D= 10~ 9 -10~ 10M ) , impliquant la sequence consensus ATTA, 
et d'une liaison a faible affinite 
(K D5=: 10~ 6 -10~ 7M ) , impliquant "le sillon large de la double 

15 helice d'ADN. Une publication de KISSINGER et al . [Cell, 
63, 579-590, (1990)] decrit une etude faite par cristal- 
lographie sur un complexe "homeodomaine engrailed/ ADN" . 
Cette etude montre que la partie C terminale de 
1 homeodomaine, comprenant en particulier la structure 

20 denommee helice 3 (acides amines 42-58 de 1 1 homeodomaine 
engrailed), se fixe au niveau du sillon large de 1 1 ADN. 
La liaison est essentiellement assur6e par des interac- 
tions hydrophiles ; cette liaison serait independante de 
la presence de la sequence consensus. 

25 Bien que l'on dispose maintenant de nombreuses 

donnees, obtenues in vitro et en syst&me acellulaire, sur 
la liaison peptide homeoboite/ADN, on ignorait jusqu'i 
present quelles en 6taient les consequences sur les fonc- 
tions cellulaires. On ignorait m&ne si les peptides 

30 hom£oboite etaient susceptibles de posseder une activite 
propre, ou si leur role se bornait simplement a permettre 
la liaison homeoprot6ine/ADN. 

Or, en etudiant 1' action de peptides hom£o- 
boite synthetiques sur des cultures cellulaires, les 

35 Invent eurs ont decouvert des proprietes surprenantes 
desdits peptides, proprietes qui n'avaient jamais ete 
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s oupgonnees j usqu 1 alor s . 

lis ont en effet constate que les peptides 
homeoboites synth^tiques , lorsqu'ils sont additionnes a 
des cellules nerveuses en culture, p6n6trent dans toutes 
5 les cellules de la culture et que 1' entree des peptides 
dans les neurones est suivie d'une accumulation dans le 
noyau. Cette accumulation est non seulement bloquee par 
preincubation avec un oligonucleotide contenant la 
sequence consensus ATT A, mais egalement par preincubation 

10 avec des fragments d'ADN double brin non specif ique 
(c*est-&-dire ne contenant pas la sequence consensus). 

Les Inventeurs, en analysant ce processus de 
penetration, ont demontre 1' importance dans celui-ci de 
la region correspondant a l'helice 3 + 4 (27 derniers 

15 acides amines du peptide homeboite) . 

lis ont egalement observe la penetration de 
polypeptides comprenant ce peptide homeoboite. 

lis ont egalement observe ce ph^nomene, bien 
qu'a un degr6 moindre, dans des cultures de cellules 

20 autres que les cellules nerveuses* 

Les Inventeurs ont en * outre montre que 
1 ' accumulation de peptides homeoboites dans le noyau 
etait accompagnee d'une croissance et d'une differencial 
tion cellulaire intense. 

25 Ces proprietes des peptides homeoboites, 

demontr^es par les Inventeurs, permettent leur utilisa- 
tion pour I'obtention de nouveaux medicaments, ainsi que 
leur utilisation in-vitro comme agent actif sur des 
cultures cellulaires. 

30 En effet, il decoule des travaux des Inven- 

teurs que les peptides homeoboites ou des fragments de 
ceux-ci, sont a mime de fournir de nouveaux facteurs de 
croissance, en particulier neurotropes, et/ou de nouveaux 
vecteurs de transport transmembranaires et intracellu- 

35 laires de molecules actives sur les fonctions cellu- 
laires, en particulier de peptides et d 1 oligonucleotides . 
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5 

Or, I'une comme 1* autre de ces applications 
repondent & des besoins actuels. Elles ont fait l'objet 
de differents travaux dont un bref rappel est fait 
ci-apr&s . 

5 - L'int6r£t des vecteurs de transport intra- 

cellulaires de peptides, ou d' oligonucleotides, est 
apparu consecutivement a la demonstration que certains 
peptides et oligonucleotides/ en se fixant specif iquement 
sur certaines regions d'ADN, etaient susceptibles d'agir 

10 sur les fonctions cellulaires (par exemple, proteines 
activant ou reprimant l 1 expression d'un gene, oligonu- 
cleotides anti-sens, etc. . .) . 

Toutefois, \ine exploitation effective, en 
particulier dans un but therapeutique, des proprietes de 

15 ces molecules, implique de les faire parvenir a pied 
d • oeuvre en leur f aisant f ranchir les nombreuses 
barri&res separant le milieu extracellulaire de 1 1 ADN, et 
en particulier la membrane cytoplasmique . Or, tres sou- 
vent, ces molecules, de par leur charge, et leur masse 

20 moleculaire 6lev6e, ne peuvent pas f ranchir d' elles m§mes 
cette barriere. Differentes solutions a ce probleme ont 
ete proposees ; certaines d'entre elles, concernant des 
sequences oligonucleotidiques sont par exemple citees en 
introduction dans la publication de LEMAITRE et al. 

25 [Proc. Natl. Acad. Sci. USA M/ 648-652(1987)]. Ces 
auteurs proposent quant a eux une approche consistant h 
lier de fagon covalente une sequence oligonucleotidique 
complementaire d'une sequence d'ARN du virus de la 
stomatite vdsiculaire (VSV) , a un polymere de (L-lysine) . 

30 Le con j ugue obt enu pen&tre dans les eel lules 

et inhibe specif iquement la synthese des proteines du VSV 
dans les cellules infectees. 

Ces resultats montrent l'interet de 
1 ' association entre une macromolecule active et un 

35 vecteur de transport de ladite macromolecule. II est done 
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particulierement souhaitable de rechercher de nouveaux 
vecteurs . 

- En ce qui concerne les facteurs de crois- 
sance actifs sur la survie et la dif f 6renciation des neu- 
5 rones, on n'en connait actuellement qu'un petit nombre ; 
le premier qui a ete mis en evidence est le Nerve Growth 
Factor (NGF) . L * action du NGF s'exerce essentiellement 
sur les neurones sensoriels et les neurones du syst&me 
nerveux sympathique ; une action sur certaines cellules 

10 du systeme nerveux central et du systeme immunitaire a 
egalement ete mise en evidence. L' activity neurotropique 
du NGF est port6e par une sous-unit6 ( sous -unit e f}) de 118 
acides amines. 

D'autres substances a action neurotrope ont 

15 egalement ete decrites : ce sont, par exemple, le Ciliary 
Neurotropic Factor (CNTF) [LIN et al, SCIENCE, 246 . 1023- 
1026, (1989) ; STOCKLI et al. NATURE, MZ, 920-923, 
(1989)], le Brain Derived Neurotropic Factor (BDNF) 
[LEIBROCK et al., NATURE, Ml, 149-152, (1989)] , le 

20 Glial Derived Nexin (GDN) , composant de la matrice extra - 
cellulaire [GLOORetal., CELL, 42, 687-693, (1986)],.* 

Des facteurs de croissance plus ubiquitaires 
comme le Fibroblast Grovyrth Factor ( FGF ) [ PARK et 
HOLLENBERG, DEV. BIOL*, Hi, 201-205, (1989)] ou 

25 I'Epidermial Growth Factor (EGF) [MORRISON et al., 
SCIENCE, 238 . 72-74, (1987)] ont Egalement une action 
neurotrope . 

Le mecanisme d 1 action de ces facteurs est 
actuellement mal connu. II a ete montre que le NGF 

30 pen^tre dans les neurones par 1 'intermediaire d*un recep- 
teur specif ique, qui est une glycoproteine phosphorylee 
[CHAO et al, Science, 222./ 518 (1986)]. A l'interieur de 
la cellule nerveuse, le NGF stimule la synthese d'ARN, 
par 1 1 intermediaire d*un second messager. 

35 De nombreuses experimentations montrent 

I'interet th^rapeutique potentiel des facteurs de crois- 
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sance neurotropes. 

L' utilisation du NGF a par exemple 6t6 sugg6- 
ree dans la maladie d' Alzheimer. 11 a, en effet, ete mon- 
tre que le NGF permet d'augmenter l'activite choline 
5 acetyltransf erase des neurones cholinergiques, et de pre- 
venir leur degenerescence [MOBLEY et al, Science, 22 9, 
284 (1984)], [KROMER, Science, 223., 214, (1987) J. Or il 
est connu que la maladie d* Alzheimer est associ£e a une 
deg6n6rescence des neurones cholinergiques et a une dimi- 

10 nut ion de l'activite choline acetyltransf erase. 

Des experimentations realisees sur des rats 
adultes chez lesquels la voie cholinergique reliant hip- 
pocampe et septum avait et£ au prealable detruite (ce qui 
entraine une degenerescence "des neurones septaux) , ont 

15 montre que 1' injection intra-ventriculaire de NGF permet 
ia survie des neurones septaux ainsi que la restauration 
d'une activite normale choline acetyltransf erase [WILL et 
HEFTI, Behav, Brain. Res., 17,17 (1985)]. L 1 utilisation 
des facteurs de croissance neurotropes a egalement 6te 

20 envisag£e dans le cas de la maladie de Parkinson, li£e a 
une degenerescence des neurones dopaminergiques . 

Une autre approche du traitement des maladies 
associees a une degenerescence neuronale a 6t6 r6cemment 
proposee et semble promise, dans un proche avenir, h un 

25 d6veloppement important : il s'agit des greffes intrace- 
rebrales de cellules pouvant suppleer aux fonctions neu- 
ronales deficientes; 1 utilisation de neurones foetaux 
[LINDVALL et al . , SCIENCE, 2A1* 574-577, (1990)] ou de 
lignees cellulaires transformees [HORELLOU et al., EUR. 

30 J. NEUROSCI., 2, 116-119, (1990)] a ainsi 6te sugg£r<§e. 

Recemment des cellules transformees produisant 
un NGF recombinant ont ete implantees dans le cerveau de 
rats, en meme temps que des neurones cholinergiques 
d'origine foetale. Il a £t£ constate que, dans ces condi- 

35 tions, la survie des neurones greffes, ainsi que la neo- 
genese de fibres nerveuses etaient considerablement 
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augmentees [ERNFORS et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
££/ 4756, (1989)] . 

Ces travaux montrent done que les facteurs de ? 
croissance neurotropes peuvent trouver des applications 
5 particulierement int^ressantes dans le traitement des * 
troubles resultant de lesions ou de degenerescence 
neuronale . 

Une restriction a 1 'utilisation des facteurs 
de croissance neurotropes est toutefois constitute par le 

10 petit nombre de facteurs de croissance actuellement 
connus, ainsi que par leur specificity d* act ion relative- 
ment etroite, limitee cl certains types de neurones. En 
outre, la plupart de ces facteurs de croissance ne peu- 
vent pas, actuellement, Stre obtenus en quantite suffi- 

15 sante pour une utilisation therapeutique. 

II serait done particulierement souhaitable de 
disposer de facteurs de croissance neurotropes qui ne 
presentent pas les inconvenients qui viennent d'etre men- 
tionnes . 

20 La presente Invention, par la demonstration 

des proprietes inattendues des peptides homeoboites, 
propose une reponse nouvelle a l'un comme 1* autre des 
deux probl&mes qui viennent d'§tre exposes ci-dessus. 

La presente Invention a pour objet un polypep- 

25 tide choisi dans le groupe constitut par les peptides 
homeoboites et les fragments de ceux-ci , pour 
1 'utilisation comme medicament. 

Au sens de la presente Invention, on entend 
par peptide homeoboite, tout peptide appartenant aux 

30 families dtfinies plus haut, et en particulier toute 
sequence d'acides amines presentant avec le peptide pAntp 
de la Drosophile, une homologie qui permet la fixation de 
ce peptide a une double helice d'ADN. 

Selon un mode de realisation prefere de la 

35 presente Invention, ledit polypeptide comprend la 
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sequence correspondant a l'heiice 3 d'un peptide 
homeoboite. 

Selon un mode de realisation prefere de la 
presente Invention, le peptide homeoboite est le peptide 
5 pAntp . 

Selon un mode de realisation prefere de la 
presente Invention, le peptide homeoboite ou son frag- 
ment, tels que definis plus haut sont li£s a une autre 
sequence peptidique. 

10 Selon un autre mode de realisation pr£f6re de 

la presente Invention, le peptide homeoboite ou son frag- 
ment, sont lies a une sequence nucleotidique. 

Les peptides homeoboites, ou des fragments de 
ceux-ci, ainsi que leur produits de fusion avec une autre 

15 sequence polypeptidique peuvent §tre facilement obtenus 
par des procedes connus en eux-mSmes, par exemple par 
synthese peptidique, ou bien par genie gen^tique. Les 
produits de fusion d'un peptide homeoboite et d'une 
sequence oligonucieotidique peuvent §tre obtenus par. 

20 exemple par la technique decrite par LEMAITRE et 
al.tProc. Natl. Acad. Sci. USA, ££/ 648-652(1987)]. 

Les propri6t6s de penetration intracellulaire 
des peptides homeoboites et de leurs fragments permettent 
leur utilisation pour introduire dans les cellules des 

25 molecules actives sur les fonctions cellulaires, en 
particulier d'autres peptides, ou des sequences nucleoti- 
diques dotees de propri6tes pharmacologiques . 

On pourra utiliser un peptide homeoboite ou un 
fragment de peptide homeoboite contenant I'helice 3, qui 

30 reconnalt independamment de la sequence, la structure de 
la molecule d'ADN (sillon large) ; la liaison a une 
sequence specif ique d'ADN ou d'AKN est alors assuree par 
le peptide ou 1 Oligonucleotide lie au peptide homeoboite 
ou au fragment de peptide homeoboite. 

35 Conformement a 1' Invention, les polypeptides 

comprenant un peptide homeoboite ou un fragment de 
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celui-ci sont egalement utilisables coinme facteurs de 
croissance, en particulier neurotropes, aussi bien in- 
vivo qu 1 in-vitro . 

Contrairement aux facteurs de croissance neu- 
5 rotropes connus dans l'art anterieur, les peptides homeo- 
boites sont actifs sur un grand nombre de types de neu- 
rones. Les Inventeurs ont en particulier observe 
l'activite du pAntp sur des cellules nerveuses preparees 
a partir de diverses regions du systeme nerveux central 

10 embryonnaire, en particulier la moelle epini^re, le rhom- 
bencephale, le mesenc6phale ventral, le tectum et le 
cortex. L' activity sur les cellules corticales est parti- 
culi&rement surprenante, car a ce jour aucune expression 
d'hom^oproteines n'a ete decelee dans cette region du 

15 cerveau. 

Le large spectre d 1 action des peptides homeo- 
boite en fait des agents pharmacologiques d'un grand 
inter§t, particulierement dans le traitement des lesions 
ou degenerescences neuronales. lis peuvent egalement §tre 

20 utilises dans le domaine des greffes intracerebrales de 
neurones, qui sont appelees a se developper et pour 
lesquelles il est indispensable d' assurer la survie ainsi 
que le developpement le plus rapide et le plus etendu en 
volume du greffon cellulaire. 

25 Ceci peut etre r6alis6, par exemple, en prein- 

cubant les neurones & greffer avec un facteur de crois- 
sance conforme a 1' Invention, ou bien en realisant une 
greffe conjointe des cellules embryonnaires avec des 
cellules transformees, capable de synthetiser et de 

30 secret er les peptides homeoboite, ou des peptides de 
fusion contenant une sequence homeoboite. 

La presente Invention a egalement pour objet 
un procede de traitement in vitro de neurones destines a 
la greffe, lequel procede est caracterise en ce que les- 

35 dits neurones sont incubes en presence d'au moins un 
peptide homeoboite, eventuellement lie a une autre 
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sequence peptidigue ou oligonucleotidique. 

La presente Invention a en outre pour objet 
une composition cellulaire utilisable dans les techniques 
de greffe de neurones, laquelle composition est caracte- 
5 risee en ce qu'elle contient une association des neurones 
que l'on souhaite greffer et de cellules transformers 
aptes a synthetiser et secreter un peptide homeoboite. 

Les Inventeurs ont egalement etudie 1 'action 
des peptides homeoboites non seulement en cultures cellu- 
10 laires, mais egalement sur des organismes pluricellaires. 
lis ont aussi constat^ que grSce h la rapidity de pene- 
tration des peptides homeoboites, ceux-ci entraient de 
facon localisee, dans les cellules adjacentes au point 
d' injection. 

15 Cette propriete off re l'avantage dans le cadre 

d'une utilisation sur un organisme vivant, de permettre 
d'appliquer, si on le souhaite, un trait ement tres 
precis, localise, a un groupe de cellules. 

La presente Invention sera mieux comprise h 

20 l'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples demontrant l'activite des peptides 
homeoboites . 

II va de soi toutefois que ces exemples sont 
donnes uniquement a titre d 1 illustration de l'objet de 
25 1* Invention dont ils ne constituent en aucune manifere une 
limitation. 
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I) OBTKNTION DE FACTEURS DE CROISSANCE 
CONFORMES A L' INVENTION. 

EXEHPLE I : Obtention d'un peptide pAntp 

La sequence codant pour 1 1 homeodomaine du gene 

5 Antennapedia de la drosophile a ete synth^tisee en utili- 
sant la technique de la PCR, a partir du plasmide p903G 
qui contient, entre ses sites BamHl et PVUII, un fragment 
de 600bp d'ADNc de l'Antp (GARBER et al., 1983). Les deux 
amorces dont la sequence est indiqu6e ci-dessous sont 

10 utilisees. La premiere amorce : 

( 5 1 GGGGGAATTCCATATGCGCAAACGCGCAAG 3 ' ) 
contient un site de restriction Ndel en amont du codon 
d 1 initiation, et la deuxieme amorce : 
( 5 1 GGGGAAGCTTGGATCCTCAGTTCTCCTTCTTCCACTTCAT 3 ' ) 

15 contient un codon de terminaison suivi par un site BamHl. 
Un plasmide, denomme pAHl a £t£ form6 par ligation du 
fragment Ndel-BamHl de 220 bp obtenu par PCR, au plasmide 
pET3a {ROSENBERG et al,, 1987) ♦ Le polypeptide a ensuite 
ete exprime dans E. Coli BL 21 (Lys S) . Les cellules 

20 transformees ont ete cultivees a 37 *C dans du milieu LB 
en presence d , ampicilline et de chloramphenicol (100 ^ig 
chacun) , jusqu'A une densite optique DOg 0 Q = 1,2. Aprfes 
line induction de 5 heures en presence de 1 iriM d'IPTG, les 
cellules ont ete recueillies par centrifugation (16000 g, 

25 15 min) , lavees trois fois au tampon phosphate 50 mM, 
pH 7,5, NaCl 400 mM, _ EDTA 2 mM, PMSF 1 mM, DTT 1 mM 
(tampon A) puis soniquees. 

Apres centrifugation (16000 g, 15 min) le sur- 
nageant a ete pr6cipit6 avec du sulfate de streptomycine 

30 (20 mg/ml) sous agitation douce pendant 15 minutes a tem- 
perature de la piece, puis centrifuge (16000 g, 15 min) . 
Le surnageant a ete direct ement charge sur une colonne S- 
SEPHAROSE Fast Flow (PHARMACIA), au prealable equilibree 
avec le tampon A. La colonne a et6 ensuite lavee avec une 

35 grande quantity de tampon phosphate 50 mM pH 7,5, NaCl 
0,5 M et le peptide pAntp a ete elue par application d'un 
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gradient de NaCl (0,5 a 1 M) . Le peptide elue (3 mg/1 de 
culture) a ete ensuite dialys6 pendant 24 heures contre 
du tampon phosphate 50 riM pH 7,5, NaCl 150 mM. 

Les sequences du segment d'ADN amplifie et du 
5 peptide ont 4t<§ d<§terminees (APPLIED BIOSYSTEM 477) et il 
a ete verifie qu'elles correspondaient a celles de 
1 'homeoboite d 1 Antennapedia . L' analyse du peptide par 
electrophorese sur gel en presence de SDS a d£montre la 
presence d'une seule bande du poids mol6culaire corres- 
10 pondant a celui de 1 'homeopeptide d' Antennapedia. 

La sequence du peptide obtenu est la 

suivante : 
(I) 

NH2Arg Lys Arg Gly Arg Gin Thr Tyr Thr Arg Tyr Gin Thr 
15 Leu Glu Leu Glu Lys Glu Phe His Phe Asn Arg Tyr Leu Thr 
Arg Arg Arg Arg He Glu He Ala His Ala Leu Cys Leu Thr 
Glu Arg Gin He Lys He Trp Phe Gin Asn Arg Arg Met Lys 
Trp Lys Lys Glu AsnCOOH 

II a en outre et6 v6rifie, par retardement sur 
20 gel du peptide pr6incub6 avec un duplex oligonucleoti- 
dique correspondant au site de liaison d'une proteine 
homeoboite du type Antennapedia, et obtenu a partir du 
promoteur Hoxl.3 [Hoxl.3p, (ODENWALD et al., GENES AND 
DEV., 1, 158, 1989)] : 
25 3' CAGAGCACGTGATTACCCCCTCAACC 5 1 
5 1 GTCTCGTGCACTAATGGGGGAGTTGG 3 1 

que le peptide reconnait in vitro la sequence consensus 
de fixation des proteines de type Antennapedia. 

II) DEMONSTRATION DE L'ACTIVTTE DES FACTEURS 
30 DE CROISSANCE CONFORMES A L' INVENTION 

Exemple 2 : Demonstration de 1 ' ef f et 
biologique du peptide pAntp sur des neurones en culture 

Les neurones pr£leves dans differentes regions 
du cerveau (mesencephale , corde spinale, cortex) 
35 d'embryons (E14 a E16) de rat sont mis en culture dans un 
milieu defini (CHAMAK and PROCHIANTZ, DEVELOPMENT , ■ 1M, 
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483, 1989) permettant la survie des seules cellules 
neuronales (milieu CDM) . 

Le peptide pAntp est renature par une incuba- 
tion de 10 min & 60 # C en presence de dithiothr£itol 
5 (0,1 mM) et de Magnesium (10 mM) dans un tampon phosphate 
pH 7,2 isotonique contenant 33 iriM de D-Glucose. Le pep- 
tide est raj out e aux cellules nerveuses a une concen- 
tration de 9 Jig/ml (soit 1,3 HM) . 

Les effets observes apres 1' addition du 

10 peptide sont illustres dans la figure 1 (A et B) . La 
figure 1A montre 1' aspect de cellules temoins cultivees 
pendant 24 heures en 1' absence du peptide. La figure IB 
montre l 1 aspect des cellules cultivees pendant 24 heures 
en presence du peptide. On note, des 24h apres 

15 1' addition, une considerable augmentation de la crois- 
sance neuritique dans les cellules cultivees en presence 
du peptide pAntp. 

Les m&mes resultats sur la croissance cellu- 
laire ont en outre 6t£ observes lors d ' experiences dans . 

20 lesquelles les cellules etaient preincubees avec peptide 
pAntp, puis remises en culture pendant 24 heures dans du 
milieu CDM depourvu du peptide. Une incubation de 
30 minutes en presence de pAntp permet deja d 1 observer 
les effets decfits ci-dessus ; ces effets sont maximaux 

25 apres une incubation de 2 heures, et ne sont pas 
augmentes par un prolongement du temps de preincubation. * 
La preincubation du peptide homeoboite avec la 
sequence consensus de fixation obtenue a partir du promo- 
teur Hoxl.3, ou bien avec un melange de fragments (de 

30 sequence aleatoire) d'ADN en double helice, bloque son 
effet biologique. 

II a en outre ete montre, en utilisant un 
peptide marqu6 k la f luoresceine, que le peptide homeo- 
boite est rapidement (moins de 2 heures) capture par tous 

35 les neurones, puis transports dans le noyau (figure 2A) , 
et que ce transport est bloque apres preincubation avec 
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1 'oligonucleotide consensus obtenu a partir du promoteur 
Hoxl.3 ou bien avec un melange de fragments (de sequence 
aleatoire) d'ADN en double helice (Figure 2B) . 

Une comparaison entre 1* entree et la reparti- 
5 tion intracellulaire du peptide pAntp et de la polyorni- 
thine a 6galement ete effectuee. 

Les cellules ont ete incubees pendant 1 heure 
en presence de pAntp ou de polyorni thine, marques a la 
fluoresceine. 

10 Les resultats sont illustr6s par la figure 3 

qui montre que le pAntp marqu£ (3A) est retrouv£ princi- 
palement dans le nucleoplasme, contrairement a la polyor- 
nithine presente dans le soma et les nucleoles (3B) . 

Exemple 3 : penetration du peptide pAntp dans 

15 des fibroblastes en culture. 

Les fibroblastes sont obtenus a partir de peau 
d'embryons de rats, dissocies mecaniquement et 
trypsinises ; les cellules sont cultiv6es sur des boites 
de verre recouvertes de poly-DL-ornithine (SIGMA, 

20 PM 40.000, 15 Jig/ml), dans du milieu de culture DMEM-F12 
(GIPCO-PRL) , et en presence de 10% de serum de veau 
foetal. Apres 24 heures de cultures, les cellules sont 
incubees pendant une heure en presence de peptide pAntp 
marques a la fluoresceine. Le peptide pAntp marque 

25 penetre dans les fibroblastes, mais est present dans le 
noyau en moindre quantite que dans les cellules 
nerveuses . 

Exemple 4 : Penetration du peptide pAntp dans 
des cellules embryonnaires in -vivo. 

30 0,2 |ll de solution (1 Jig/jll) du peptide pAntp 

marque a la fluoresceine sont inject£s dans le mesence- 
phale d'un embryon de caille de 2 jours. Apres 4 heures 
d' incubation in-ovo, 1* embryon est extrait de l'oeuf, et 
des coupes du mesencephale sont effectuees. L 'observation 

35 de ces coupes au microscope montre que le marquage fluo- 
rescent est localise au noyau des cellules situees a 



WO 91/18981 



PCT/FR91/00444 



16 

proximite immediate du point d 1 injection. 

Ainsi que cela ressort de ce qui pr6c&de, la 
presente invention ne se limite nullement a ceux de ses 
modes de mise en oeuvre, de realisation et d' application 
5 qui viennent d'§tre decrits de fagon plus explicite ; 
elle en embrasse au contraire toutes les variantes qui 
peuvent venir a 1' esprit du technicien en la matiere, 
sans s'ecarter du cadre, ni de la portee, de la presente 
invention. 
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REVENDICATIONS 

I) Polypeptide, choisi dans le groupe consti- 
tue par les peptides homeoboites et les fragments de 
ceux-ci, pour 1 'utilisation comme medicament. 

5 2) Polypeptide selon la Revendication 1, 

caracterise en ce qu'il comprend la sequence de 
I'helice 3 d'un peptide hom6oboite. 

3) Polypeptide selon l'une quelconque des 
Revendications 1 ou 2, caracterise en ce que le peptide 

10 homeoboite est le peptide pAntp. 

4) Polypeptide selon l'une quelconque des 
Revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il est lie a 
une autre sequence polypeptidique. 

5) Polypeptide selon l'une quelconque des 
15 Revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il est lie a 

une sequence oligonucleotidique . 

6) Polypeptide selon l'une quelconque des 
Revendications 1 a 3, pour 1 'utilisation comme facteur de . 
croissance cellulaire, en particulier neurotrope. 

20 7) Polypeptide selon l'une quelconque des 

Revendications 1 a 3, pour 1 'utilisation comme vecteur de 
transport intracellulaire de molecules actives sur les 
fonctions cellulaires. 

8) Utilisation d'un polypeptide tel que defini 
25 dans les Revendications 1 a 5, comme agent actif sur des 

cellules en culture. 

9) Utilisation selon la Revendication 8, 
caracterisee en ce que ledit polypeptide est utilise 
comme facteur de croissance. 

30 10) Utilisation selon la Revendication 8, 

caracterisee en ce que ledit polypeptide est utilise 
comme vecteur de transport intracellulaire de molecules 
actives sur les fonctions cellulaires . 

II) Utilisation selon l'une quelconque des 
35 Revendications 8 a 10, caracterisee en ce que les 

cellules en culture sont des neurones . 
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12) Precede de traitement in vitro de neurones 
destines & la greffe, lequel proc£d6 est caracterise en 
ce que lesdits neurones sont incubes en presence d'au 
moins un peptide homeoboite, eventuellement lie a une 

5 autre sequence peptidique. 

13) Composition cellulaire utilisable dans les 
techniques de greffe de neurones, laquelle composition 
est caract£risee en ce qu'elle contient une association 
des neurones que l'on souhaite greffer, et de cellules 

10 transformees aptes a synth6tiser et secr^ter un peptide 
homeoboite ou un peptide de fusion comprenant une 
sequence homeoboite. 

14) Composition pharmaceutique, caracterisee 
en ce qu'elle comprend en tant que principe actif, au 

15 moins un polypeptide tel que defini dans l'une quelconque 
des Revendi cat ions 1 a 5. 
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